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(54) Verwendung von Antithrombin 111 zur Prophylaxe und Therapie von Erkrankungen 

(57) Es wird die Verwendung von Antithrombin III 
zur Prophylaxe und Therapie von onkologischen und 
mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankun- 
gen, Immunkomplex-vermittelten und Autoimmun- 
Erkrankungen, viralen Infektionen, fibrosierenden und 
granulomatosen Erkrankungen, allergischen Erkran- 
kungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensy- 
stems und Arteriosklerose sowie akut entzundlichen 
Erkrankungen und Traumen beschrieben. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie von Erkran- 
kungen. 

5 [0002] Es ist bekannt, dass Antithrombin III (AT) einer der wichtigsten Inhibitoren des Plasmas ist. Als Serin-Pro- 
tease-lnhib'rtor reguliert AT III Reaktionen des Gerinnungssystems. Durch seine Eigenschaft, Heparin und mit diesem 
verwandte Substanzen zu binden, vermittelt es sowohl die gerinnungshemmende Wirkung solcher Antikoagulanzien 
als auch einen protektiven Effekt des Endothels und der darunter liegenden Matrix, die dem Heparin strukturell ahnli- 
che Glykosaminoglykane wie Heparansulfat tragen. Die Aktivierung des AT III durch diese Kofaktoren fuhrt zu einer 

io Beschleunigung der Reaktion mit aktivierten Proteasen, vor alien mit denen der Gerinnungskaskade. 

[0003] Die Eigenschaft, an Heparin zu binden, wird haufig auch dazu genutzt, AT III bspw. aus Plasma anzurei- 
chern und entsprechende Konzentrate zurprophylaktischen und therapeutischen Verwendung herzustellen. Besonders 
Patienten mit angeborenen oder erworbenen Mangelzustanden an AT III werden mit entsprechenden Produkten 
behandelt. Ein sign'rfikanter Mangel an AT III, besonders wahrend Erkrankungen wie der Sepsis, mit der haufig eine dis- 

75 seminierte, intravasale Gerinnung (DIC), verbunden mit einem Multiorganversagen und Schock, einhergehen, fuhrt oft 
zum Tode. Neben der die Hamostase regulierenden Funktion des AT III wurden auch schon Eigenschaften beschrie- 
ben, die eine enzundungshemmende Wirkung nahelegen (1). Diese Hypothese basiert auf dem Befund der durch AT 
III vermittelten Freisetzung von Prostacyclin aus Endothelzellen, welches u.a. die Aggregation von Blutplattchen 
hemmt. Dariiber hinaus wurde in in vitro Versuchen gezeigt, dass AT III die durch bakterielle Lipopolysaccharide stimu- 

20 lierte Freisetzung des als pro-inflammatorisch angesehenen Zytokins lnterleukin-6 und die Expression des Gewebe- 
thromboplastins (Tissue factor) von Monozyten und Endothelzellen reduzieren kann. In Tiermodellen zeigte die 
Applikation von AT III signifikante, prophylaktische und therapeutische Effekte auf die Mortalitat bei induzierter Sepsis 
und DIC. AuBerdem wurden die Reperfusionsschaden nach kunstlicher beigefiigter Ischamie durch Ligation von 
OrgangefaBen vermindert 

25 [0004] Die durch AT III vermittelten Effekte konnen bisher durch dessen Interaktion mit seinen Zielproteasen erklart 
werden, wobei losliche und Zell- bzw. Matrixgebundene Glykosaminoglykane beteiligt sind. 

[0005] Bei vielen Erkrankungen spielen zellvermittelte Prozesse, besonders unter Beteiligung von Leukozyten, 
eine entscheidende Rolle. Ein physiologisch sinnvolles MaB an aktivierten Leukozyten tragt zur Eindammung von z.B. 
Infektionsherden bei. Ist diese Reaktion jedoch dysreguliert, kommt es zur Schadigung von Geweben, die letztendlich 

30 zum Organversagen und zum Tod fuhren konnen. 

[0006] Die Wanderung der Leukozyten, auch als Migration bezeichnet, wird durch die Ausschuttung von sog. Che- 
mokinen gefordert, die Leukozyten entlang eines entsprechenden Konzentrationsgradienten zum Zielgebiet, z.B. zu 
einer Gewebelasion, locken. Dort angekommen befinden sich die Zellen in einem aktivierten Zustand und schiitten 
Mediatioren aus, die weitere gewebeschadigende Reaktionen auslosen Oder verstarken konnen. Chemokine, wie das 

35 lnterleukin-8, interagieren dabei mit Zellmembran-standigen Rezeptoren auf Leukozyten und anderen Zellen und losen 
intrazellulare Signalreaktionen aus, die die Zelle zur Mobilitat und Synthese oder Ausschuttung proinflammatorischer 
Substanzen veranlassen. 

[0007] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass AT III die Migration von Leukozyten, also Granulozyten, 
Eosinophilen, Basophilen und Lymphozyten/Monozyten bei Stimulierung bzw. Anlockung durch ein Chemokin wie 
40 lnterleukin-8, reduzieren oderzumindest steuern kann. Die Leukozyten werden dabei in einer von der AT lll-Konzentra- 
tion abhangigen Weise dahingehend beeinflusst, auf ein Chemokin nicht oder abgeschwacht zu reagieren, was einer 
sog. heterolDgen Desaktivierung entspricht. Hieraus ergeben sich Anwendungsmoglichkeiten fiir den Einsatz von AT III 
bei einer Reihe von mit Entzundungsreaktionen verbundenen Erkrankungen. 

[0008] Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Anwendung von AT III zur Prophylaxe und Therapie von Erkran- 
45 kungen, insbesondere von onkologischen und mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankungen, Immunkom- 
plexvermittelten und Autoimmun-Erkrankungen, viralen Infektionen, fibrosierenden und granulomatosen 
Erkrankungen, allergischen Erkrankungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensystems und Arteriosklerose 
sowie akkutentzundlichen Erkrankungen undTraumen. 

[0009] Unter den erfindungsgemaB behandelbaren Immunkomplex-vermittelten Erkrankungen sind Vaskulitiden 
so und Granulomerkrankungen besonders hervorzuheben. Bei den Autoimmun-Erkrankungen werden gute Behandlungs- 
erfolge bei systemischen Lupus Erythematodus (SLE), rheumatoider Arthritis (RA) und Pemphigus beobachtet. Auch 
virale Infektionen, insbesondere auch HIV, konnen erfindungsgemaB durch den Einsatz von AT III behandelt werden. 
Unter den allergischen Erkrankungen, die mit AT III therapiert werden konnen, sind Asthma bronchiale, Rhinitis, Con- 
junctivitis und Dermatiden vor allem zu nennen. Auch bei degenerativen Erkrankungen des Nervensystems, z.B. bei 
55 der Alzheimer'schen Erkrankung, werden m'rt AT III Behandlungserfolge beobachtet. 

[0010] Die bisher mit AT III durchgefuhrten biochemischen und zellularen Untersuchungen legen den Schluss 
nahe, dass AT III m'rt einem oder mehreren zellularen Rezeptoren interagiert und zu einer Blockade der Chemokinre- 
zeptoren, besonders der sog. CXC-Rezeptroen fuhrt, die dann nicht mehr auf Chemokine wie lnterleukin-8 reagieren 
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konnen. Als Folge bleibt die chemotaktische Migration der Leukozyten auf diese Stimuli hin aus. Daraus lasst sich ein 
signifikanter in vivo Effekt im Sinne einer Reduktion der Auspragung bestimmter Krankheiten ableiten. 
[0011] Die bisher vorliegenden Ergebnisse wurden experimenteli in ex vivo Versuchen gewonnen. Durch Inkuba- 
tion von Granulozyten mit AT III und anschlieBender Anlockung durch lnterleukin-8, wie sie in vitro in sog. Boyden-Kam- 
5 mern durchgefuhrt werden, zeigte sich eine signifikante Reduktion der Leukozytenmigration, aus der fur den Fachmann 
vertraute, prophylaktische und therapeutische Effekte resultieren. 

[0012] Es ist zwar bekannt, dass AT III neben den erwahnten angeborenen und erworbenen Mangelzustanden 
auch bereits zur Prophylaxe und Therapie bei Sepsis und DIC eingesetzt werden kann (1). Tierexperimentelle Daten 
legen auBerdem die Verwendung zur Reduktion des Reperfusionsschadens nach Ischamie (2) Oder bei Organtrans- 

io plantationen nahe, deren AbstoBungsreakttonen deutlich vermindert wurden (3). 

[0013] ErfindungsgemaB konnte nun gezeigt werden, dass die therapeutischen und prophylaktischen Anwen- 
dungsmoglichkeiten von AT III viel umfassender sind, wobei diese Ergebnisse sowohl mit aus Plasma gereinigtem als 
auch mit rekombinant oder transgen gewonnenem Antithrombin III oder dessen Mutanten oder davon abgeleiteten 
Peptiden gewonnen werden konnten. 

15 [0014] Die mit AT III prophylaktisch oder therapeutisch behandelbaren Erkrankungen lassen sich einteilen in 

1. akute zellvermittelte Entziindungsreaktionen und 

2. chronische zellvermittelte Entziindungsreaktionen. 

20 

[001 5] Insbesondere sind darunter zu verstehen: 

Urtikaria und Angioodem 
Asthma 
25 - Lungenemphysem 
Pemphigus 
Vaskulitis 

Graft-Versus-Host Erkrankung 
granulomatose Entziindungserkrankungen 
30 - rheumatoide Arthritis 

systemischer Lupus Erythematosus 
Gicht 

neutrophile Dermatosen 
fibrosierende Lebererkrankungen 
as - entziindliche Neoplasien 

mit Neovaskularisierung assoziierte Erkrankungen 

virale Infektionen, deren Mechanismus des Endringens in die Zielzellen uber Chemokinerezeptoren erfolgt, wie 
HIV 

neurodegenerative Krankheiten 
40 - vaskulare Entziindungen, z.B. Atherosklerose, welche mit einer Chemokin vermittelten Infiltration durch Leukozy- 
ten einhergeht. 

[0016] In Abhangigkeit von der jeweiligen Entzundungsreaktion kann AT III intravenos, subkutan, intradermal/intra- 
muskular oder topisch eingesetzt werden. 
4S [0017] Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel naher erlautert. 

Beispiel: 

[0018] Neutrophile Granulozyten wurden aus Vollblut gesunder Spender prapariert. Dazu wurden dem Fachmann 
so vertraute Methoden, wie die Separation durch Zentrifugation in geeigneten Medien wie dem Ficoll, angewendet. Nach 
der anschlieBenden Lyse verbliebener Erythrozyten wurden die Granulozyten durch nochmalige Zentrifugation isoliert. 
Nach Bestimmung der Zellzahlen wurden die Granulozyten umgehend im Chemotaxis-Test untersucht. 
[0019] Dieser Test wurde in sog. Boyden-Kammern durchgefuhrt. Prinzipiell beruht die Methode darauf, dass die 
Zellen in einem Zwei-Kompartimentensystem uber einen Membranfilter hinweg durch Aufbau eines chemotaktischen 
55 Gradienten angelockt werden. Ublicherweise werden die Zellen dabei in die "obere* Kammer pipettiert, das Chemokin 
in die "untere" Kammer. Entlang des Gradienten dringen die Zellen in die Poren des Filters ein. Bei ausreichend langer 
Inkubation durchwandern die Zellen den Filter und werden an dessen Unterseite oder in der untere Kammer ausge- 
zahlt. In dem beschriebenen Versuch wurde jedoch die Zellzahl der in den Filter gewanderten Zellen nach Fixierung 
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und Farbung mikroskopisch bestimmt. Der chemotaktische Index gibt dabei den Effekt des Chemoattraktans wieder, 
dersich aus dem Quotienten derZellzahlen der durch das Chemokin veranlassten Wanderung und der ungerichteten 
Migration (Chemokinese) ergibt. 

[0020] Zur Untersuchung des die Zellmigration modulierenden Effektes wurden die Granulozyten mit steigenden 
5 Konzentrationen von AT fur 15 Min. bei 37 C inkubiert Nach mehrfachem Waschen der Zellen wurden diese in den 
Chemotaxistest eingesetzt. Als Chemokine wurden IL-8 (1 nM) oder C5a (0,1 nM) verwendet. Nach 30 Min. Inkubation 
bei 37 C wurden die Filtereinsatze gewaschen, die Zellen fixiert, angefarbt und ausgezahlt. Die Chemokinese (ohne 
Lockstotf) sowie die Chemotaxis mit AT III unbehandelten Zellen (Positivkontrolle) wurde ebenfalls bestimmt. Der che- 
motaktische Index wurde wie oben beschrieben ermittelt. 
70 [0021] Jede Versuchsreihe wurde in 4 parallelen Ansatzen durchgefuhrt, wobei Zellen von jeweils 3 gesunden 
Spendern verwendet wurden. 

[0022] Das Ergebnis wird in der folgenden Tabelle verdeutlicht: 
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[0023] Die Tabelle verdeutlicht den durch AT III vermittelten Effekt auf die Granulozyten, der sich in einer von der 
AT III Konzentration abhangigen Weise darstellt. Gegeniiber der Kontrolle, d.h. den nicht behandelten Zellen, reduziert 
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sich die Anzahl der detektierbaren migrierten Zellen entsprechend. Daraus lasstsich schlieBen, dass die Granulozyten 
in ihrer Fahigke'rt, entlang eines chemotaktischen Gradienten zu wandern, deutlich eingeschrankt bzw. inhibiert sind, 
woraus in vivo eine Verminderung der Krankheitsauspragung resultiert. 

[0024] Equivalente Ergebnisse wurden auch mit anderen Leukozyten, wie Eosinophilen Oder Monozyten erzielt. 

5 
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Patentanspruche 

20 1. Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie von Erkrankungen, insbesondere von onkologi- 
schen und mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankungen, Immunkomplex-vermittelten und Autoim- 
mun-Erkrankungen, viralen Infektionen, fibrosierenden und granulomatosen Erkrankungen, allergischen 
Erkrankungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensystems und Arteriosklerose sowie akut entzundiichen 
Erkrankungen und Traumen. 

25 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Immunkomplex-vermittelte Krankheiten wie Vas- 
kulitiden und Granulomerkrankungen behandelt werden. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Autoimmun-Erkrankungen wie systemischer 
30 Lupus Erythematosus, rheumatoide Arthritits und Pemphigus behandelt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass virale Infektionen, insbesondere HIV, behandelt 
werden. 

35 5. Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass allergische Erkrankungen wie Asthma bronchiale, 
Rhinitis, Conjunctivitis Oder Dermatitiden behandelt werden. 

6. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass degenerative Erkrankungen des Nervensystems 
wie die Alzheimer'sche Erkrankung behandelt werden. 

40 

7. Verwendung nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass aus Plasma oder rekombinant Oder 
transgen exprimiertes Antithrombin III verwendet wird. 

8. Verwendung nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass Antithrombin III intravenos, subcutan, 
45 intradermal, intramuskular und topisch angewendet wird. 
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Gruppen von Erfindungen, namlich: 



Siehe Erganzungsbl att B 



Alle weiteren Recherchengebuhren wurden innerhalb der gesetzten Frist entrichtet. Der vorliegende 
europaische Recherchenbericht wurde fur alle Patentanspruche erstellt 

□ Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsautwand durchgefuhrt werden 
konnte, der eine zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Recherchenabteilung 
nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 

j~] Nur ein Teil der weiteren Recherchengebuhren wurde innerhalb der gesetzten Frist entrichtet. Der vor- 
I — I liegende europaische Recherchenbericht wurde fur die Teile der Anmeldung erstellt, die sich aut 

Erfindungen beziehen, fur die Recherchengebuhren entrichtet worden sind, namlich Patentanspruche: 



□ Keine der weiteren Recherchengebuhren wurde innerhalb der gesetzten Frist entrichtet. Der vorliegende 
europaische Recherchenbericht wurde fur die Teile der Anmeldung erstellt, die sich auf die zuerst in den 
Patentanspruchen erwahnte Erfindung beziehen, namlich Patentanspruche: 
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Nach Auttacsurg der Recherchenabteilung entspricht die voriiegende europdicche Patenianmeldung nicht den 
Anlorderungen Bn die EinheltlichkeH der Erlindung und enthall mehrere Erfindungen oder Gruppen von 
Erfindungen, nfimlicfK 

1. Anspruche: 1, 7-8 {z. T.) 

Verwendung von Ant1thromb1n III zur Prophylaxe und Theraple 
von onkologl schen und nit Neovascularlsierungen 
elnhergehenden Erkrankungen. 



2. AnsprQche: 2; 1, 7-8 (z. T.) 

Verwendung von Ant i thrombin 111 zur Prophylaxe und Therapie 
von Immunkomplex-vermltteUen, flbroslerenden und 
granuloroatosen Erkrankungen (z. B. Vaskulitiden, 
Granulomerkrankungen). 



3. Anspruche: 3; 1, 7-8 (z. T.) 

Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie 
von Autolramunerkrankungen (z. 8. systeml schen Lupen 
Erythematosus, rheumatolde Arthritis, Pemphigus). 




Europblschat 
pBtentsmt 



4. Anspruche: 4; 1, 7-8 (z. T.) 

Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie 
von viral en Infektionen, insbesondere HIV Infektion. 



5. Anspruche: 5; 1, 7-8 (z. T. ) 

Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie 
von allerglschen Erkrankungen (z. B. Asthma bronchlale, 
Rhinitis, Conjunctivitis, Dermatitiden). 



6. Anspruche: 6; 1, 7-8 (z. T.) 

Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie 
von degenerativen Erkrankungen des Nervensy stems (2. B. die 
Alzhelmer'sche Erkrankung). 



7. Anspruche: 1, 7-8 (z. T.) 

Verwendung von Antithrombin 111 zur Prophylaxe und Therapie 
von Arterlosklerose. 



8. AnsprQche: 1, 7-8 fz. T.) 

Verwendung von Antithrombin III zur Prophylaxe und Therapie 



BNSDOCID: <EP 107S84OA3 I > 
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Nach AuHassung der Recherchenabteilung entspricht die vorliegende europflbche Patantanmeldung nichl den 
Anlorderungen an die Elnheltllchkslt der Erfkidung und enthaft mehrere Erflndunpen odar Gnjppen von 
Effindungen, namlich: 

von akut enzdndllschen Erkrankungen und Traumen. 
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In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patenttamilien der im obengenannten europaischen Recherchenbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 
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